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(Regel44.1 PCT) 



Absendedatum 
(Tag/Monat/Jahr, Q7/ 12/2000 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 
5208/OA/WO-Koe 



WEITERES VORGEHEN 



siehe Punkte 1 und 4 unten 



Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP 00/05378 



Internationales Anmeldedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 



10/06/2000 



Anmelder 

ROCHE DIAGNOSTICS GMBH 



1 . Q{] Dem Anmelder wird mitgeteilt, daB der internationale Recherchenbericht erstellt wurde und ihm hiermit Obermittelt wird. 

Einreichung von Anderungen und einer Erklarung nach Art ike 1 19: 

Der Anmelder kann auf eigenen Wunsch die Anspmche der internationalen Anmeldung andern (siehe Regel 46): 

Bis wann sind Anderungen einzureichen? 

Die Frist zur Einreichung solcher Anderungen betragt ublicherweise zwei Monate ab der Ubermittlung des 
internationalen Recherchenberichts; weitere Einzelheiten sind den Anmerkungen auf dem Beiblatt zu entnehmen. 

Wo sind Anderungen einzureichen? 

Unmittelbar beim Internationalen Buro der WIPO, 34, CHEMIN des Colombettes, CH-121 1 Genf 20, 
Telefaxnr.: (41-22) 740.14.35 

Nahere Hinweise sind den Anmerkungen auf dem Beiblatt zu entnehmen. 

2. Dem Anmelder wird mitgeteilt, daB kein internationaler Recherchenbericht erstellt wird und daB ihm hiermit die Erklarung nach 
Artikel 1 7(2)a) Obermittelt wird. 

3. I | Hinsichtlich des Widerspruchs gegen die Entrichtung einer zusatzlichen Gebuhr (zusatzlicher Gebuhren) nach Regel 40.2 wird 
1 — 1 dem Anmelder mitgeteilt, daB 

I I der Widerspruch und die Entscheidung hieruber zusammen mit seinem Antrag auf Ubermittlung des Wortlauts sowohl des 
1 — 1 Widerspruchs als auch der Entscheidung hieruber an die Bestimmungsamter dem Internationalen Buro ubermitteit worden 
sind. 

□ noch keine Entscheidung uber den Widerspruch voriiegt; der Anmelder wird benachrichtigt, sobald eine Entscheidung 
getroffen wurde. 



4. Weiteres Vorgehen: 



Der Anmelder wird auf folgendes aufmerksam gemacht: 



Kurz nach Ablauf von 18 Monaten seit dem Prioritatsdatum wird die internationale Anmeldung vom Internationalen Buro veroffent. 
licht. Will der Anmelder die Veroffentlichung verhindern oder auf einen spateren Zeitpunkt verschieben, so muB gemaB Regel 90 .f 
bzw. 90r'?3 vor AbschluB der technischen Vorbereitungen fur die internationale Veroffentlichung eine Erklarung uber die Zurucknah- 
me der internationalen Anmeldung oder des Prioritatsanspruchs beim Internationalen Buro eingehen. 

Innerhalb von 19 Monaten seit dem Prioritatsdatum ist ein Antrag auf internationale vorlaufige Prufung einzureichen, wenn der 
Anmelder den Eintritt in die nationale Phase bis zu 30 Monaten seit dem Prioritatsdatum (in manchen Amtern sogar noch langer) 
verschieben mochte. 

Innerhalb von 20 Monaten seit dem Prioritatsdatum muB der Anmelder die fur den Eintritt in die nationale Phase vorgeschriebenen 
Handlungen vor alien Bestimmungsamtern vornehmen, die nicht innerhalb von 19 Monaten seit dem Prioritatsdatum in der 
Anmeldung oder einer nachtraglichen Auswahlerklarung ausgewahlt wurden oder nicht ausgewahlt werden konnten, da fOr sie 
Kapitel II des Vertrages nicht verbindlich ist. 



Name und Postanschrift der Internationalen Recherchenbehorde 

Europaisches Patentamt, P. B. 5818 Patentlaan 2 
yrtii NL-2280 HV Rijswijk 

Wn Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Bevollmachtigter Bediensteter 

Toni Munoz-Manneken 

■TV* ✓ e ? 
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NMERKUNGEN ZU FOR MB L ATT PC"nWK/220 



Diese Anmerkungen sollen grundlegende Hinweise zur Einreichung von Anderungen gemaB Artikel 19 geben. Diesen Anmerkungen 
liegen die Erfordernisse des Vertrags uber die internationale Zusammenarbeit auf dem Gebiet des Patentwesens (PCT), der Ausfuhrungs- 
ordnung und der Verwaltungsvorschriften zu diesem Vertrag zugrunde. Bei Abweichungen zwischen diesen Anmerkungen und 
obengenannten Texten sind tetztere maBgebend. Nahere Einzelheiten sind dem PCT-Leitfaden fur Anmelder, einer Veroffentiichung der 
WIPO, zu entnehmen. 

Die in diesen Anmerkungen verwendeten Begriffe "Artikel", "Regel" und "Abschnitt" beziehen sich jeweils auf die Bestimmungen des 
PCT-Vertrags t der PCT-Ausfuhrungsordnung bzw. der PCT-Verwaltungsvorschriften. 

HINWEISE ZU ANDERUNGEN GEM ASS ARTIKEL 19 



Nach Erhalt des international Recherchenberichts hat der Anmelder die Moglichkeit, einmal die Anspruche der internationalen 
Anmeldung zu andem. Es ist jedoch zu betonen, daB, da alle Teile der internationalen Anmeldung (Anspruche, Beschreibung und 
Zeichnungen) wahrend des internationalen vorlaufigen Prufungsverfahrens geandert werden konnen, normalerweise keine Notwendigkeit 
besteht, Anderungen der Anspruche nach Artikel 1 9 einzureichen, auBer wenn der Anmelder z.B. zum Zwecke eines vorlaufigen 
Schutzes die Veroffentiichung dieser Anspruche wunscht Oder ein anderer Grund fur eine Anderung der Anspruche vor ihrer internationa- 
len Veroffentiichung vorliegt. Weiterhin ist zu beachten, daB ein vorlaufiger Schutz nur in einigen Staaten erhaltlich ist. 



Welche Teile der internationalen Anmeldung konnen geandert werden? 

Im Rahmen von Artikel 19 konnen nur die Anspruche geandert werden. 

In der internationalen Phase konnen die Anspruche auch nach Artikel 34 vor der mit der internationalen vorlaufigen Prufung beauf- 
tragten Behdrde geandert (oder nochmals geandert) werden. Die Beschreibung und die Zeichnungen konnen nur nach Artikel 34 
vor der mit der internationalen vorlaufigen Prufung beauftragten Behdrde geandert werden. 

Beim Eintritt in die nationale Phase konnen alle Teile der internationalen Anmeldung nach Artikel 28 Oder gegebenenfalls Artikel 
41 geandert werden. 



Bis wann sind Anderungen einzureichen? 

Innerhalb von zwei Monaten ab der Ubermittlung des internationalen Recherchenberichts oder innerhalb von sechzehn Monaten ab 
dem Prioritatsdatum, je nachdem, welche Frist spater ablauft. Die Anderungen gelten jedoch als rechtzeitig eingereicht, wenn sie 
dem Internationalen Buro nach Abtauf der maBgebenden Frist, aber noch vor AbschluB der technischen Vorbereitungen fur die 
internationale Veroffentiichung (Regel 46.1) zugehen. 



Wo sind Anderungen nicht einzureichen? 

Die Anderungen konnen nur beim Internationalen Buro, nicht aber beim Anmeldeamt oder der Internationalen RecherchenbehSrde 
eingereicht werden (Regel 46.2). 

Falls ein Antrag auf internationale vorlaufige Prufung eingereicht wurde/wird, siehe unten. 

In welcher Form konnen Anderungen erfolgen? 

Eine Anderung kann erfolgen durch Streichung eines oder mehrerer ganzer Anspruche, durch Hinzufugung eines oder mehrerer 
neuer Anspruche oder durch Anderung des Wortlauts eines oder mehrerer Anspruche in der eingereichten Fassung. 

Fur jedes Anspruchsblatt, das sich aufgrund einer oder mehrerer Anderungen von dem ursprunglich eingereichten Blatt 
unterscheidet, ist ein Ersatzblatt einzureichen. 

Alle Anspruche, die auf einem Ersatzblatt erscheinen, sind mit arabischen Ziffern zu numerieren. Wird ein Anspruch gestrichen, so 
brauchen die anderen Anspruche nicht neu numeriert zu werden. Im Fall einer Neunumerierung sind die Anspruche fortlaufend zu 
numerieren (Verwaltungsvorschriften, Abschnitt 205 b)). 

Die Anderungen sind in der Sprache abzufassen, in der die internationale Anmeldung veroffentlicht wird. 



Welche Unterlagen sind den Anderungen beizufugen? 
Begleitschreiben (Abschnitt 205 b»: 

Die Anderungen sind mit einem Begleitschreiben einzureichen. 

Das Begleitschreiben wird nicht zusammen mit der internationalen Anmeldung und den geanderten Anspruchen veroffentlicht. Es 
ist nicht zu verwechseln mit der "Erklarung nach Artikel 1 9(1 )" (siehe unten, "Erklarung nach Artikel 1 9 (1 )"). 

Das Begleitschreiben ist nach Wahl des Anmeiders in englischer oder franzosischer Sprache abzufassen. Bei englischspra- 
chigen internati nalen Anmeldungen ist das B gleitschreiben aber ebenfalls in nglisch r, bei franz sischsprachigen int r- 
nati nalen Anmeldung n in franzosischer Sprache abzufassen. 
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VER 



UBER DIE INTERNATIONALM|SAMMENARBEIT 

B^WESENS 



AUF DEM GEBIET DES PATI 

PCT 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Artikel 1 8 sowie Regeln 43 und 44 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 
5208/0A/W0-Koe 


WEITERES siehe Mitteilung uber die Ubermittlung des internationalen 

Recherchenberichts (Formblatt PCT/ISA/220) sowie, soweit 
VORGEHEN zutreffend, nachstehender Punkt 5 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/ EP 00/ 05378 


Internationales Anmeldedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 

10/06/2000 


(Fruhestes) Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 
18/06/1999 


Anmelder 

ROCHE DIAGNOSTICS GMBH 



Dieser internationale Recherchenbericht wurde von der Internationalen Recherchenbehorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB 
Artikel 1 8 ubermittelt. Eine Kopie wird dem Internationalen Buro ubermittelt. 

Dieser internationale Recherchenbericht umfafit insgesamt_6 Blatter. 

l")T| Daruber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 



1 . Grundlage des Berichts 

a. Hinsichtlich der Sprache ist die internationale Recherche auf der Grundlage der internationalen Anmeldung in der Sprache 
durchgefuhrt worden, in der sie eingereicht wurde, sofern unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

| | Die internationale Recherche tst auf der Grundlage einer bei der Behorde eingereichten Clbersetzung der internationalen 
Anmeldung (Regel 23.1 b)) durchgefuhrt worden. 

b. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die internationale 
Recherche auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das 

| | in der internationalen Anmeldung in Schriflicher Form enthalten ist. 

zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 
bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 
bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

Die Erklarung, daB das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den Offenbarungsgehalt der 
internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erfaBten Informationen dem schriftlichen Sequenzprotokoll entsprechen, 
wurde vorgelegt. 



□ 
□ 
□ 
□ 

□ 



2. 
3. 

4. 



| | Bestimmte Anspruche haben sich als nicht recherchierbar erwiesen (siehe Feld I). 
[X~| Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung (siehe Feld II). 

Hinsichtlich der Bezeichnung der Erfindung 

|~X~| wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
| | wurde der Wortlaut von der Behorde wie folgt festgesetzt: 



5. Hinsichtlich der Zusammenfassung 

wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
— wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der in Feld Ml angegebenen Fassung von der Behorde festgesetzt. Der 
I | Anmelder kann der Behorde innerhalb eines Monats nach dem Datum der Absendung dieses internationalen 

Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 

6. Folgende Abbildung der Zeichnungen ist mit der Zusammenfassung zu veroffentlichen: Abb. Nr. 



| | wie vom Anmelder vorgeschlagen [T] keinederAbb. 

| | weil der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 
| | weil diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 
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INTERNHHDNALER RECHERCHENBERICHT 



Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 00/05378 



Feld I Bemerkungen zu den Anspruchen, die sich als nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1) 



GemaB Artikel 17(2)a) wurde aus folgenden Grunden fur bestimmte Anspruche kein Recherchenbericht erstellt: 
1 . | | Anspruche Nr. 

weil sie sich auf Gegenstande beziehen, zu deren Recherche die Behorde nicht verpfiichtet ist, namlich 



2. | | Anspruche Nr. 

weil sie sich auf Teiie der intemationalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen, 
daS eine sinnvolle intemationaie Recherche nicht durchgefuhrt werden kann, namlich 



3. | | Anspruche Nr. 

weil es sich dabei um abhangige Anspruche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaBt sind. 



Feld II Bemerkungen bei mangelnder Einheitlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1) 



Die intemationaie Recherchenbehdrde hat festgestellt, da3 diese intemationaie Anmeldung mehrere Erfindungen enthalt: 

siehe Zusatzblatt 



1 . I y I Da der Anmelder alle erfordeiiichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
L*- 1 intemationaie Recherchenbericht auf alle recherchierbaren Anspruche. 

2 I I Da fur alle recherchierbaren Anspruche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefuhrt werden konnte, der eine 
1 — 1 zusatziiche Recherchengebuhr gerechtfertigt hatte, hat die Behorde nicht zur Zahlung einer solchen Gebuhr aufgefordert. 



3. Da der Anmelder nur einige der erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 

1 1 intemationaie Recherchenbericht nur auf die Anspruche, fur die Gebuhren entrichtet worden sind, namlich auf die 

Anspruche Nr. 



4. | | Der Anmelder hat die erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren nicht rechtzeitig entrichtet. Der intemationaie Recher- 
chenbericht beschrankt sich daher auf die in den Anspruchen zuerst erwahnte Erfindung; diese ist in folgenden Anspruch n er- 
faBt: 



Bern rkungen hinsichtlich in s Widerspruchs [ | Die zusatzlichen Gebuhren wurden vom Anmelder unter Wid rspruch gezahlt. 

[ X | Die Zahlung zusatzlicher Recherchengebuhren erfolgte ohne Widerspruch. 
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Internationales AktenzeichenPCT£P 00 £5378 



WEITERE ANGABEN PCT/ISA/ 210 



Die internationale Recherchenbehorde hat festgestellt, daB diese 
internationale Anmeldung mehrere (Gruppen von) Erfindungen enthalt, 
naml ich: 

1. Anspruche: 1-14 

Vorrichtung zur Durchfuhrung biochemischer Reaktionen 
umfassend aus einem ausseren Gehause, einem inneren Gehause 
mit Vertiefungen und einer semipermeablen Membran, sowie 
Verfahren zur Durchfuhrung biochemischer Reaktionen mittels 
der Vorrichtung. 



2. Anspruch : 15 

Kit bestehend aus einer Losung, einer energiereichen 
Verbindung, einer tRNA-Fraktion, einer RNA-Polymerase und 
einem zellfreien Lysat. 



f 
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 00/05378 



A. KLASSIFIZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES 

IPK 7 C12M1/40 C12P21/02 B01J19/24 B01J19/00 C12Q1/68 
C12N9/12 C12N15/10 

Nach der Intemationalen Patentklassifikation (IPK) Oder nach der nationalen Klassifikation und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter Mindestprufstoff (Klassifikationssystem und Klassifikationssymbole ) 

IPK 7 C12M C12P B01J G01N C12Q C12N 



Recherchierte aber nicht zum Mindestprufstoff gehdrende Verdffentlichungen, soweit diese unter die recherchierten Gebiete fallen 



Wahrend der intemationalen Recherche konsultierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe) 

PAJ, EPO-Internal , WPI Data 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTER LAG EN 



Kategorie 0 Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspaich Nr. 



WO 97 04074 A (MARTIN L. WOLF & JOHN 
WILSON) 6. Februar 1997 (1997-02-06) 
Abbi Idling 3 

16 - Zeile 34 
8 - Zeile 21 
6 - Zeile 29 
16 - Zeile 25 
16 - Zeile 29 



1,2,6-14 



Seite 
Seite 
Seite 
Seite 
Seite 
Seite 

Zusammenfassung 



14, Zeile 
13, Zeile 
11, Zeile 
10, Zeile 
9, Zeile 



8, Zeile 28 -Seite 9, Zeile 2 



-/- 



Wertere Verdffentlichungen sind der Fortsetzung von Feid C zu 
entnehmen 



0 



Stehe Anhang Patentfamjiie 



° Besondere Kategorien von angegebenen Verdffentlichungen 
"A" Veroffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik definiert, 
aber nicht ats besonders bedeutsam anzusehen ist 

"E" alteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem intemationalen 
Anmeldedatum veroffentlicht worden ist 

■|_" Veroffentlichung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zwetfelhaft er- 
scheinen zu lassen, oder durch die das Verdftenttichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentlichung belegt werden 
soli oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

"O" Verdffentlichung, die sich auf eine mundliche Offenbarurtg, 

eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere Maftnahmen bezieht 
"P" Veroffentlichung, die vor dem intemationalen Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchten Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist 



a T" Spatere Veroffentlichung, die nach dem intemationalen Anmeldedatum 
Oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kotlidiert, sondern nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

"X" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann altein aufgrund dieser Veroffentlichung nicht als neu oder auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

"Y" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Verdffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Facnmann naheltegend ist 

Verdffentlichung, die Mitglied derselben Patentfamilie ist 



Datum des Abschlusses der intemationalen Recherche 

29. November 2000 


Absendedatum des intemationalen Recherchenberichts 

0 7 12. 2000 


Name und Postanschrift der Intemationalen Recherchenbehdrde 
Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 34O-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70)340-3016 


Bevollmachtigter Bediensteter 

Stevnsborg, N 
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 00/05378 



C.(Fortsettung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie 0 Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



p,x 



KIM D M ET AL: "A semi continuous 
prokaryotic coupled 

transcription/translation system using a 
dialysis membrane." 
BIOTECHNOLOGY PROGRESS. , 
Bd. 12, Nr. 5, September 1996 (1996-09), 
Seiten 645-649, XP002106860 
ISSN: 8756-7938 
Zusammenfassung 
Abbildung 4 

Seite 646, Spalte 1, Absatz 7 
Seite 648, Spalte 1, Absatz 2 

PATENT ABSTRACTS OF JAPAN 

vol. 1998, no. 04, 

31. Marz 1998 (1998-03-31) 

& JP 09 322755 A (RIKAGAKU KENKYUSHO & 

SAINIKUSU K.K.), 

16. Dezember 1997 (1997-12-16) 

Zusammenfassung; Abbildungen 

& DATABASE WPI 

Section Ch, Week 199810 

Derwent Publications Ltd., London, GB; 

Class B04, AN 1998-103992 

& JP 09 322755 A (RIKAGAKU KENKYUSHO & 

SAINIKUSU K.K.), 

16. Dezember 1997 (1997-12-16) 

Zusammenfassung 

US 5 593 856 A (CHA-YONG CHOI ET AL.) 
14. Januar 1997 (1997-01-14) 
Spalte 1 , Absatz 1 



1,2,6-14 



1,2,6-14 



( 15 



Spalte 4, 
Spalte 5, 
Spalte 5, 
Beispiel 



Zeile 22 
Zeile 14 
Zeile 61 
2 



Zeile 58 
Zeile 36 
Zeile 64 



W0 99 50436 A (ROCHE DIAGNOSTICS) 
7. Oktober 1999 (1999-10-07) 
Seite 1, Absatz 1 

Seite 26, letzter Absatz -Seite 27, Absatz 
1 

Seite 27, letzter Absatz 

DE 37 23 004 A (BOEHRINGER INGELHEIM KG) 
26. Januar 1989 (1989-01-26) 
das ganze Dokument 

EP 0 894 852 A (BOEHRINGER MANNHEIM GMBH) 
3. Februar 1999 (1999-02-03) 
Zusammenfassung 
Abbildung 1 

-/- 



15 
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 00/05378 



C(Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie 0 Bezeichnung der Verotfentlichung, soweit erforderiich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



US 4 642 220 A (RUNE BJORKMAN) 
10. Februar 1987 (1987-02-10) 
Spalte 5, Zeile 28 - Zeile 65 
Spalte 3, Zeile 65 - Zeile 67 
Spalte 2, Zeile 51 - Zeile 67 
Spalte 2, Zeile 10 - Zeile 17 
Zusammenfassung 

US 5 362 624 A (URBAN SCHMITT ET AL.) 
8. November 1994 (1994-11-08) 
Spalte 2, Zeile 20 - Zeile 27 
Spalte 1, Zeile 35 - Zeile 39 
Zusammenfassung 

US 5 478 730 A (JULY B. ALAKHOV ET AL.) 
26. Dezember 1995 (1995-12-26) 
in der Anmeldung erwahnt 
das ganze Dokument 

DE 42 37 113 A (KLAUS KUHN KONSTRUKTION 
GMBH) 5. Mai 1994 (1994-05-05) 
in der Anmeldung erwahnt 



1-6,8 



3-5 
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

Angaben zu VeroffentJ^^^sn, die zur selben Patentfamitie gehdren 



Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 00/05378 



lm Recherchenbericht 
angefuhrtes Patentdokument 


Datum der 
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gg (54) Title: METHOD AND DEVICE FOR CARRYING OUT BIOCHEMICAL REACTIONS WITH A HIGH THROUGHPUT 

HI (54) Bezeichnung: VERFAHREN UND VORRICHTUNG ZUR DURCHFUHRUNG BIOCHEMISCHER REAKTIONEN MIT 
== HOHEM DURCHSATZ 

SST (57) Abstract: The invention relates to a device, to a method and to a kit for carrying out biochemical reactions, especially for 
■S the cell-free polypeptide biosynthesis. Hie inventive device consists of an outer housing that surrounds an inner housing with wells 
incorporated therein and a supply chamber. The wells of the inner housing contain respective producing systems during the biochem- 
ical reaction, the supply chamber contains a supply liquid during the biochemical reaction and the wells of the inner housing and 
the supply chamber are separated by a semi-permeable membrane. The invention is further characterized in that the inner housing is 
^| provided with at least two wells the lower ends of which are closed by the semi-permeable membrane and the upper ends of which 
^ project from the supply liquid with which the supply chamber is filled. The device is further linked with means for agitating and for 
^ adjusting the temperature of the producing systems and the supply liquid. 

(57) Zusammenfassung: Vorrichtung, Verfahren und Kit zur Durchfiihrung biochemischer Reaktionen, insbesondere fur die zell- 
freie Polypeptid-Biosynthese, bestehend aus einem ausseren Gehause, das ein inneres Gehause mit eingearbeiteten Vertiefungen und 
|^ eine Versorgungskammer umschliesst, wobei die Vertiefungen des inneren gehauses wahrend der biochemischen Reaktion jeweils 
^ ein produzierendes System enthalten, die Versorgungskammer wShrend der biochemischen Reaktion eine Versorgungsflussigkeit 
enthalt und die Vertiefungen des inneren Gehauses und die Versorgungskammer durch eine semipermeable Membran getrennt sind, 
dadurch gekennzeichnet, dass das innere Gehause mindestens zwei Vertiefungen aufweist, deren untere Enden mit der semiperme- 
ablen Membran abgeschlossen sind und deren obere Enden aus der in der Versorgungskammer enthaltenen Versorgungsflussigkeit 
herausragen, und die Vorrichtung mit Mitteln zur Bewegung und Temperierung der Produzierenden Systeme sowie der Versorgungs- 
^ flussigkeit verbunden ist 
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Verfahren und Vorrichtung zur Durchfuhrung biochemischer Reaktionen mit hohem Durch- 
satz 



Die Erfindung betrifft ein Verfahren sowie eine Vorrichtung zur Durchfuhrung biochemischer 
Reaktionen, insbesondere fur die Polypeptid-Biosynthese bzw. zur gekoppelten in vitro-Trans- 
kription und Translation von Proteinen in einem zellfreien System mit Hilfe einer "Multi- 
channel"-Dialyse-Vorrichtung, wodurch die Synthese unterschiedlicher Proteine nebeneinander 
in ausreichenden Ausbeuten unter einfachen und reproduzierbaren Bedingungen moglich ist. 

Das Prinzip der zellfreien in vitro-Proteinbiosynthese unter Einsatz von Dialysemembranen ist 
seit mehreren Jahren bekannt und besteht im wesendichen darin, dafi zwei getrennte Kammern 
(eine fur die Reaktionsmischung, eine fur die Versorgungslosung) iiber eine Membran mit geeig- 
neter Porengrofie in Verbindung stehen. In der Reaktionskammer erfolgt die Proteinsynthese. In 
der Versorgungskammer ist eine Losuhg mit samdichen fur die Transkription bzw. Translation 
benotigten Reaktionskomponenten, die wahrend der laufenden Proteinbiosynthese in der Reak- 
tionsmischung verbraucht weiden, enthalten. Bedingt durch die Tatsache, dafi beide Kammern 
iiber eine semipermeablen Membran in Verbindung stehen, konnen verbrauchte Reaktionskom- 
ponenten in der Reaktionskammer, gegebenenfalls mittels einer entsprechenden Pumpeinrich- 
tung, fortlaufend durch neue Komponenten aus der Versorgungskammer ersetzt werden, wo- 
durch die Synthese iiber einen deudich langeren Zeitraum im Vergleich zum statischen System, 
d.h. einer entsprechenden, in einem nicht unterteilten Reaktionsgefafi stattfindenden Reaktion, 
aufrechterhalten bleibt. Entsprechende Verfahren fur die zellfreie in vitro-Biosynthese nach dem 
"continous-flow" bzw. "continous exchange"-Prinzip sind beispielsweise in US 5.478.730, EP 0 
593 757 und von Spirin et al. in Science vol. 242, 1988, S. 1162-1164 beschrieben. 

Das gemafi der Patentschrift US 5.478.730 verwendete Synthesesystem enthalt beispielsweise eine 
Quelle von DNA bzw. mRNA, die das Polypeptid codiert. Weiter sind in dem zellfreien Synthese- 
system im wesentlichen Ribosomen, tRNA, Aminosauren, ATP, GTP, UTP und CTP enthalten. 
Die Transkription der DNA bzw. die Translation der mRNA mit Hilfe der tRNA fiihrt zur Pro- 
duktion des jeweiligen Polypeptids, wobei zugleich Nebenprodukte und Abfallstoffe mit niedri- 
gerem Molekulargewicht entstehen. Diese konnen durch eine semipermeable Membran, die den 
Raum, in dem das Synthesesystem enthalten ist, von einem Versorgungsraum trennt, in den Ver- 
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sorgungsraum ubertreten. Der Versorgungsraum enthalt eine als Versorgungsmedium wirkende 
Fliissigkeit, in der insbesondere ATP, GTP und Aminosauren enthalten sind. Diese Komponen- 
ten werden durch die semipermeable Membran dem Synthesesystem zugefiihrt, um den Ver- 
brauch wahrend der Biosynthesereaktion zu ersetzen. Der Durchtritt durch die semipermeable 
Membran ist moglich, weil ihr Molekulargewicht unterhalb von deren Durchlafigrenze liegt. Zu- 
gleich gelangen Produkte der biochemischen Reaktion und andere Substanzen, deren Molekular- 
gewicht unterhalb der Durchlafigrenze der Barriere liegt, aus dem Reaktionsraum in den Versor- 
gungsraum. Die semipermeable Membran ist gemafi der US Patentschrift 5.478.730 beispiels- 
weise eine Ultrafiltrationsmembran in Form von Membran-Hohlfasern. 

Die US Patentschrift 5.478.730 enthalt umfangreiche weitere Erlauterungen uber geeignete Zu- 
sammensetzungen des Synthesesystems und der Versorgungsflussigkeit. Insoweit bezieht sich die 
vorliegende Erfindung auf den vorbekannten Stand der Technik, wie er insbesondere dieser US 
Patentschrift und den darin zitierten Literaturstellen zu entnehmen ist. Deren Inhalt wird durch 
Bezugnahme zum Inhalt der vorliegenden Anmeldung gemacht. 

Das europaische Patent 0 593 757 beschreibt die Anwendung der gekoppelten Transkription und 
Translation fur entsprechende in vitro-Biosyntheseverfahren, wobei im wesentlichen zusatzlich 
eine RNA-Polymerase der Reaktionsmischung zugesetzt wurde. 

Dariiber hinaus sind diverse Dialyse-Vorrichtungen bzw. -Membranen bekannt. Man unter- 
scheidet dabei im wesentlichen sogenannte "single tube" und "Multi-channel" -Ausfiihrungen. Die 
beschriebenen bzw. kommerziell erhaldichen und fur die in vitro-Proteinbiosynthese geeigneten 
Dialysematerialien beruhen ausschliefilich auf dem "single tube n -Prinzip (z.B. EP 99 91 01 418.4; 
Promega Notes 1997). Ein hoher Durchsatz bzw. die Synthese unterschiedhcher Proteine neben- 
einander, dariiber hinaus ohne aufwendige Aufreinigungsmafinahmen, oder anderen Mafinah- 
men, wie z.B. fur die Denaturierung von als "inclusion bodies" anfallenden Proteinen, ist mittels 
dieser Dialyse-Hilfsmittel nicht moglich. Ferner sind die Dialyse-Vorrichtungen nach dem 
"single-tube"-Prinzip mit dem Nachteil verbunden, dafi sie technisch und zeitlich aufwendig zu 
handhaben sind. 

Ferner werden Mikrotiterplatten mit Vertiefungen, welche am unteren Ende mit einer porosen 
Membran versehen sind, kommerziell angeboten. Sogenannte "Multi-channer-Ausfuhrungen 
sind ausschliefilich fur Zellkulturanwendungen bzw. fur Filtrations- oder UmpuflFerungsvorgange 
geeignet (z.B. Ultrafiltrationsmembranen von Milipore; Slide-A-Lyzer® MINI Dialysis Unit von 
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Pierce). Ein Austausch zwischen Fliissigkeiten unterschiedlicher Konzentrationen, wie sie bei der 
in vitro-Transkription bzw. in vitro-Translation verwendet werden, ist mit diesen "Multi- 
channel"-Vorrichtungen jedoch nicht mbglich, weshalb diese fur in vitro-Proteinsynthese- 
Anwendungen, beispielsweise mit kontinuierlicher Zufuhr bzw. Entnahme von Komponenten 
nicht geeignet sind. 

Der Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde ein Verfahren und eine Vorrichtung zur Verfu- 
gung zu stellen, mit denen die Durchfuhrung biochemischer Reaktionen mit hoher Effektivitat 
und zugleich einfach und gut reproduzierbar moglich ist. 

Die Aufgabe wird gelost durch eine Vorrichtung zur Durchfuhrung biochemischer Reaktionen, 
insbesondere fur die zellfreie Polypeptid-Biosynthese und/oder fur die Herstellung biologisch 
aktiver und nativ struktrierter Proteine, bestehend aus einem aufieren Gehause, das ein inneres 
Gehause mit eingearbeiteten Vertiefungen und eine Versorgungskammer umschliefit, wobei die 
Vertiefungen des inneren Gehauses wahrend der biochemischen Reaktion jeweils ein produ- 
zierendes System enthalten, die Versorgungskammer eine Versorgungsflussigkeit enthalt und die 
Vertiefungen des inneren Gehauses und die Versorgungskammer durch eine semipermeable 
Membran getrennt sind, dadurch gekennzeichnet, dafi das innere Gehause mindestens zwei Ver- 
tiefungen aufweist, deren untere Enden mit der semipermeablen Membran abgeschlossen sind 
und deren obere Enden aus der in der Versorgungskammer enthaltenen Versorgungsflussigkeit 
herausragen, und mit Mitteln zur Bewegung und Temperierung der produzierenden Systeme so- 
wie der Versorgungsflussigkeit verbunden ist. 

Als aufiere Gehause kommen erfindungsgemafi beispielsweise schalen- oder zylinderformige Ge- 
fafie in Betracht, die zur Fliissigkeitsaufhahme befahigt sind und in denen ein geometrisch klei- 
neres, inneres Gehause einsetzbar und gegebenenfalls fixierbar ist. Das innere Gehause kann, ent- 
sprechend dem aufieren Gehause, grofien- und formgemafi beliebige aufiere Ausmafie haben. 
Beispielsweise sind runde, rechteckige oder quadratische Anordnungen fur das aufiere Gehause 
mit Volumina von ca. 10 ml bis mehrere Liter geeignet. Vorteilhaft ist, wenn das innere Gehause 
moglichst weitgehend an die Geometrie des aufieren Gehauses angepafit ist Ferner kann es sich 
bei dem inneren Gehause um ein Mikrotiterplatten (MTP)-Format handeln. Dadurch ist eine 
einfache Automatisierung bzw. Beschleunigung der einzelnen Arbeitsschritte moglich. 

Das innere Gehause weist eine oder mehrere Vertiefungen auf, bevorzugt ist eine Anzahl zwei 
oder mehr, z. B. sechs, acht, zwolf, 24, 48, 64, 96, 384 etc. Es sind jedoch prinzipiell auch innere 
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Gehause, beispielsweise in Form von Blocken oder Mikrotiterplatten, die mehrere hundert bis 
1000 oder mehr Vertiefungen fur die erfindungsgemafie Vorrichtung aufweisen, einsetzbar. Die 
Vertiefungen sind in der Regel aus einem inertem Material, wie beispielsweise Polyethylen oder 
Polypropylen, gefertigt und konnen fur Volumina von ca. 50 |jJ bis zu mehreren Millilitern, d.h. 
in der Grofienordnung von 10 ml ausgerichtet sein. Vorteilhaft sind konisch zulaufende Ver- 
tiefungen, die am unteren Ende mit einer semipermeablen Membran, wie z. B. einer Dialyse- 
membran mit einer Porengrofie von 3 bis 100 Kilo Dalton, verschlossen sind. Prinzipiell konnen 
erfindungsgemafi samtliche gangigen Dialyse- bzw. Ultrafiltrationsmembranen mit entsprechen- 
der Porengrofie eingesetzt werden. Besonders geeignet haben sich Dialysemembranen mit einer 
Porengrofie von ca. 10 bis 14 Kilo Dalton erwiesen. Dadurch konnen insbesondere storende 
niedermolekulare, inhibitorische Substanzen, die bei der in vitro-Biosynthese entstehen, abge- 
trennt werden. Zur Abdichtung der oberen Offiumgen der Vertiefungen, d.h. des aus der in der 
Versorgungskammer enthaltenen Versorgungsfliissigkeit herausragenden Teils der Vertiefungen 
des inneren Gehauses, kann entweder jede Vertiefung fiir sich oder auch alle Vertiefungen ge- 
meinsam mit einer Verschlufikappe oder Folie versehen sein. Alternativ kann auch ein Ver- 
schlufideckel zur Abdichtung des aufieren Gehauses insgesamt angebracht sein. 

Eine weitere bevorzugte Ausfuhrungsform des inneren Gehauses der erfindungsgemafien Vor- 
richtung besteht aus einer Schicht von Blocken mit einer Vielzahl von Bohrungen. Ober einem 
ersten Block befindet sich ein weiterer, flacher Block mit der gleichen Bohrungsgeometrie. Zwi- 
schen beide Blocke wird eine Filter- bzw. semipermeable Membran eingebracht. Der zweite fla- 
chere Block ist zum Auffangen von Nebenprodukten bzw. Abfallstoffen geeignet, die somit nicht 
bzw. lediglich in sehr geringem Umfang in den Versorgungsraum gelangen. Im Ergebnis erhalt 
man ein inneres Gehause mit Vertiefungen, welche jeweils durch eine Membran in Reaktions- 
raum und eine sogenannte zweite Versorgungs- bzw. Dialysekammer unterteilt sind. Durch beid- 
seitigen Abschlufi des inneren Gehauses durch Dialysemembranen wird einerseits die fur den 
Austausch zur Verfugung stehende Flache verdoppelt und andererseits kommt es dadurch kaum 
zu Volumenanderungen in den Proben. Besonders vorteilhaft bei dieser Ausfuhrungsform ist, 
dafi sich in der die in vitro-Proteinsynthese unterhaltenden Versorgungsfliissigkeit nicht verwert- 
bare Komponenten weit weniger bzw. zeitlich verzogert anreichern, wodurch die Effektivitat der 
Proteinsynthese weiter erhoht wird. 

Dariiber hinaus hat sich als vorteilhaft erwiesen, wenn die Wande der einzelnen Vertiefungen 
("Wells") des inneren Gehauses mit die in vitro synthetisierten Proteine bzw. Peptide spezifisch 
bindenden Komponenten beschichtet sind. Entsprechende Komponenten sind insbesondere sol- 



WO 00/78444 



PCT/EP00/05378 



5 

che, die zur Reinigung von "tag"-enthaltenden Proteinen geeignet sind. Das in den Wells in vitro 
synthetisierte Protein (tag enthaltend) kann so an die beschichtete Mikrotiterplatte gebunden 
und anschliefiend direkt, gegebenenfalls nach Waschen mit geeigneten Puffern, gereinigt werden 
bzw. durch geeignete Reagenzien in sauberer Form eluiert werden. Als sogenanntes Protein-tag 
ist beispielsweise Strep-Tag II (8AS-Sequenz, s. DE 42 37 113), das entweder N- oder C-terminal 
an das in vitro-synthetisierte Protein gebunden sein kann, anzufuhren. Als Beschichtungssub- 
stanzen konnen beispielsweise Streptactin, Streptavidin oder Avidin eingesetzt werden. Verfahren 
zur Beschichtung entsprechender Oberflachen sind dem Fachmann prinzipiell bekannt. Al- 
ternativ ist auch moglich, die synthetisierten, tag-tragenden Proteine mittels entsprechend be- 
schichteter Glas- bzw. Magnetpartikel aus der Reaktionsmischung der einzelnen Vertiefungen zu 
separieren. 

Ferner ist die erfindungsgemafie Vorrichtung mit einer Riihr- oder Schiittelvorrichtung ausge- 
stattet, um eine ausreichende Bewegung bzw. Diffusion der Reaktionslosung(en) und der Versor- 
gungslosung zu garantieren. Als vorteilhaft hat sich erwiesen, wenn in der Versorgungskammer 
und gegebenenfalls in jeder einzelnen Vertiefiing, in der eine Reaktion ablauft, ein Riihrelement 
in Form eines Magnetriihrers eingebracht ist. Dadurch wird eine simultane Durchmischung des 
produzierenden Systems bzw. der Mischungen in den einzelnen Vertiefungen und der umliegen- 
den Versorgungslosung gewahrleistet. Zur Gewahrleistung einer konstanten Temperatur wah- 
rend der biochemischen Reaktion - welche in der Regel zwischen 20° und 37°C betragt - wird die 
gesamte Vorrichtung am einfachsten vollstandig in einen verschliefibaren Inkubator eingebracht 
oder unter einer temperierbaren Inkubationshaube gehalten. Dartiber hinaus sind erfindungsge- 
mafi kombinierte Schlittel- bzw. Riihr- und Thermostatisiergerat einsetzbar. Die Durchmischung 
der Reaktionsmischung(en), als auch der Versorgungslosung kann somit simultan mit Schtittel- 
bzw. Ruhrbewegungen geeigneter Frequenz sowie iiber einen langeren Zeitraum bei konstanter 
Temperatur erfolgen. 

In der Regel ist ausreichend, die Reaktionsmischung(en) iiber einen Zeitraum von ca. 20 Stunden 
zu inkubieren, um das bzw. die gewunschten Proteine bzw. Peptide in ausreichenden Ausbeuten 
zu erhalten. Abhangig von dem zu synthetisierenden Protein bzw. der Optimierung der einzelnen 
Verfahrensparameter bzw. der genauen Zusammensetzung der Versorgungslosung konnen be- 
reits nach ca. 6 Stunden ca. 25 bis 50 jig Protein /250 |il Reaktionslosung in einer Vertiefiing 
(Well), was einer Konzentration von 100 bis 200 |ig/ml entspricht, erzielt werden. Durch verlan- 
gerte Inkubationszeiten konnen dartiber hinaus entsprechend bessere Ausbeuten erreicht wer- 
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den, beispielsweise wurden fur GFP (Green Fluorescent Protein) Konzentrationen bis zu 500 
jug/ml erhalten. 

Eine weitere bevorzugte Ausfiihrungsform der Erfindung ist, wenn abhangig von der Anzahl bzw. 
dem Gesamtvolumen der Vertiefungen des inneren Gehauses das Volumen der Versorgungslo- 
sung bestimmt wird. Als Richtlinie gilt erfindungsgemafi, dafi das Volumen der Versorgungslo- 
sung gleich der Summe aus der Anzahl der Vertiefungen und dem Volumen pro Vertiefung 
multipliziert mit dem Faktor 10 entspricht. 

Die Zusammensetzung der Versorgungslosung entspricht im wesentlichen entsprechenden Ld- 
sungen fiir die zellfreie in vitro-Biosynthese des Standes der Technik, Dem Fachmann ist dariiber 
hinaus gelaufig, dafi Versorgungslosungen fur die zellfreie Proteinsynthese bestimmten iiblichen 
Optimierungsmafinahmen unterliegen, insbesondere je nach Art und Beschaffenheit der verwen- 
deten Ribosomenfraktion, d.h. ob beispielsweise ein eukaryontisches oder prokaryontisches 
System als Grundlage fiir die zellfreie in vitro-Biosynthese verwendet wird. Als vorteilhaft hat sich 
dariiber hinaus erwiesen, wenn die Versorgungslosung ein Sulfidgruppen reduzierendes Mittel 
sowie — im Falle eines Lysats auf E. coli-Basis - einen Inhibitor fur E. coli-Polymerasen, und ge- 
gebenenfalls eine oder mehrere geeignete bakterizide Substanzen enthalt. 

Eine erfindungsgemafi besonders vorteilhafte Versorgungslosung fur eine gekoppelte Transkrip- 
tions-/Translationsreaktion umfafit in einem geeigneten Puffersystem wie z.B. Hepes, ca. 150 bis 
400 mM Kaliumionen, ca. 10 bis 50 mM Magnesiumionen, ausreichende Mengen der vier 
Nukleotidtriphosphate (ATP, CTP, GTP und UTP) sowie samdicher natiirlich vorkommender 
Aminosauren, ca. 20 bis 80 mM Acetylphosphat, Dithiothreitol als Sulfidgruppen reduzierendes 
Reagenz sowie gegebenenfalls EDTA, Glyzerin, eine oder mehrere bakterizide Substanzen wie z.B. 
Rifampicin oder Natriumazit und bevorzugt — im Fall einer Ribosomenfraktion auf E. coli-Basis 
— einen RNA-Polymerasen-Inhibitor wie z.B. Rifampicin zur Deaktivierung von E. coli-Poly- 
merasen. Ein typischer Reaktionsansatz fur eine Transkriptions-/Translationsreaktion enthalt 
entsprechende Komponenten in vergleichbaren Mengen wie die Versorgungslosung. Dariiber 
hinaus beinhaltet ein erfindungsgemafier Reaktionsansatz die jeweilige eukaryotische oder pro- 
karyotische Ribosomenfraktion wie z.B. ein E. coli-Lysat, die fiir das gewiinschte Protein kodie- 
rende DNA in Form eines Plasmids, ca. 1 bis 10 U/jd einer RNA-Polymerase, ca. 200 bis 800 
^ig/ml einer tRNA sowie gegebenenfalls weitere Hilfsstoffe, wie z.B. RNase-Inhibitoren. 
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Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Durchfuhrung einer und insbeson- 
dere mehrerer parallel laufender biochemischer Reaktionen mittels der erfindungsgemafien Vor- 
richtung, wobei wahrend der biochemischen Reaktion die Versorgungsfliissigkeit in der Versor- 
gungskammer nicht einem aufierlich auferlegtem Druck unterliegt, so dafi der molekulare Aus- 
tausch zwischen der Versorgungskammer und den Losungen der einzelnen Vertiefungen des in- 
neren Gehauses im wesentlichen auf Diffusion basiert. 

Das erfindungsgemafie Verfahren bzw. die hierfur geeignete Vorrichtung eignet sich insbeson- 
dere fur automatisierte Anwendungen mit hohem Synthesedurchsatz. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Reaktionskit zur Durchfuhrung von in vitro-Pro- 
teinsynthesen bzw. zur gekoppelten in vitro-Transkription und Translation von Proteinen im 
zellfreien System mit einer entsprechenden Vorrichtung. Der Kit besteht im wesentlichen aus 
einer Versorgungslosung und einer Losung fur den bzw. die Reaktionsansatze. Die Losungen 
konnen in flussiger Form sowie in gefriergetrocknetem Zustand vorliegen. Die Versorgungslo- 
sung beinhaltet im wesentlichen eine zwischen pH 7 und 8 pufFernde Substanz, ca. 150 bis 400 
mM Kaliumionen, ca. 10 bis 50 mM Magnesiumionen, Nukleotidtriphosphate (ATP, CTP, GTP 
und UTP), ca. 20 unterschiedliche Aminosauren und eine Sulfidgruppen reduzierende Substanz. 
Darliber hinaus konnen der Versorgungslosung weitere Hilfsstoffe wie Stabilisatoren oder Inhi- 
bitoren zur Vermeidung nicht erwiinschter Reaktionen zugesetzt sein. Die Losung fur die Reak- 
tionsansatze entspricht der Losung der vorgenannten Versorgungslosung und umfafit daniber 
hinaus ein zellfreies Lysat, d.h. eine prokaryotische oder eukaryotische Ribosomenfraktion, tRNA 
und eine RNA-Polymerase, deren Ursprung von der der Ribosomenfraktion unterschiedlich ist. 
Erfindungsgemafi besonders bevorzugt ist, wenn die von den Komponenten der Versorgungslo- 
sung sich unterscheidenden Komponenten der Losung fur die Reaktionsansatze erst kurz vor 
Durchfuhrung der Reaktion beigemengt werden, d.h. jeweils in separaten Gefafien vorliegen. 
Entsprechendes gilt fur sowohl der Versorgungslosung als auch der Reaktionslosung zuzu- 
setzende energiereiche Verbindungen wie z.B. Acetylphosphat. Dadurch wird die Lagerfahigkeit 
und die Adaptionsfahigkeit des Reaktionskits weiter verbessert. 
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Durch die nachfolgenden Beispiele wird die Erfindung weiter erlautert. 

Beispiel 1: «' 

Das erfindungsgemafie Verfahren zur zellfreien Proteinbiosynthese wird mit einem E. coli Lysat 
an zwei Modellproteinen (CAT und GFP) in folgendem naher erlautert: 

Die zellfreie Proteinbiosynthese wird in Form einer gekoppeiten Transkription und Translation 
durchgefiihrt, bei der die zu transkribierende mRNA auf einem Plasmid kodiert ist, dessen Gen- 
sequenz einen Promotor fiir eine virale RNA-Polymerase (z. B. SP6-, T3- oder T7-RNA-Poly- 
merase) enthalt. 

Die in vitro transkribierte mRNA wird mit Hilfe des im gekoppeiten Systems befindlichen E. coli 
Lysats in das entsprechende Protein translatiert. 

A) Reaktionskomponenten: 

Plasmide: pM-GFP oder pIVEX-GFP enthalten die Sequenz fur das Green Flourescent Pro- 

tein aus Aequorea victoria in Form einer Mutante GFPcycle3 (27 kiloDalton) 
(Nature Biotechnology, 1996, 14, p.315-319); die kodierende Region der 
GFPcycle3 Mutante wurde in pTU58 anstelle der Wild-Typ GFP-Sequenz klo- 
niert (Science, 1994, 263,802). 

pHM-CAT enthalt die Sequenz fur das Chloramphenicol- Acetyltransferase- 
Protein (22,5 kiloDalton). 

Konstruktion: Ein Insert (Ncol - BamHI) aus pCAT3 (Promega) wurde in 

pHM19 insertiert (FU Berlin, Insitut f. Biochemie, Dr. Stiege). 

E.coli S30 Lvsat: Das Lysat wurde mit einem E. coli A19-Stamm nach einem modifizierten 

Verfahren nach Zubay (Annu. Rev. Genet. 7, 267, 1973) prapariert. # 

LysatpufFer: 100 mM Hepes-KOH pH 7,6/30°C, 14 mM Magnesium-acetat, 60 

mM Kalium-acetat, 0,5 mM Dithiothreitol * 
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Zusammensetzung der Reaktions- und Versorgungslosung: 
Transkriptions-ZTranslations-Reaktionsansatz: 

185 mM Kalium-acetat, 15mM Magnesium-acetat, 4% Glyzerin, 2,06 mM ATP, 1,02 mM CTP, 
1,64 mM GTP, 1,02 mM UTP, 257 ^M pro Aminosaure (insgesamt 20), 13,8 ^ig/ml Folinsaure, 
1,03 mM EDTA, 100 mM Hepes-KOH pH 7,6/30°C, 1 ng/ml Rifampicin, 0,03% Natriumazit, 40 
mM Acetylphosphat, 480 ng/ml t RNA aus Exoli MRE600, 2mM Dithiothreitol, lOmM MESNA 
(Mercaptoethanesulfonic acid), 70 mM Kaliumhydroxid, 0,1 u/fil RNaselnhibitor, 15 ^ig/ml Plas- 
mid, 220 nl/ml Exoli A19-Lysat, 2 U/^iI T7 RNA Polymerase. 

Versorgungslosung: 

185 mM Kalium-acetat, 15 mM Magnesium-acetat, 4% Glyzerin, 2,06 mM ATP, 1,02 mM CTP, 
1,64 mM GTP, 1,02 mM UTP, 257 |iM pro Aminosaure (insgesamt 20), 10,8 ng/ml Folinsaure, 
1,03 mM EDTA, 100 mM Hepes-KOH pH 7,6/30°C,l jig/ml Rifampicin, 0,03% Natriumazit, 40 
mM Acetylphosphat, 2 mM Dithiothreitol, 10 mM MESNA (Mercaptoethanesulfonic acid), 70 
mM Kaliumhydroxid, Lysatpuffer wie oben beschrieben mit 220 |il/mL 

B) Vorrichtung: 

In dem hier beschriebenem Beispiel wurde ein Multi-channel-Dialyzer in Form einer Mikroti- 
terplatte eingesetzt. Die Boden der einzelnen Vertiefiingen der Mikrotiterplatte (Wells) wurden 
mit einer Dialysemembran mit einem cut off-Volumen von 10 Kilo Dalton ausgestatteL Das 
maximaie Reaktionsvolumen pro Well betrug 200 \A. Das Gehause fur die Versorgungslosung 
hatte eine Volumenkapazitat von 200 ml. 

C) Bewegung, Abdeckung: 

Schlittelgerat: Flow Laboratories, Typ: Titertek® , mit der Schiittelfrequenz Stufe 4,5 



Inkubationshaube: Edmund Buhler, Typ: TH25, mit der Temperatur 30°C 
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D) Durchfuhrung: 

Es wurden getrennte Reaktionsansatze gemafi oben angegebener Zusammensetzung pipettiert: 

1) Fur die Expression von GFP mit pM-GFP bzw. mit pIVEX-GFP 

2) Fur die Expression von CAT mit pHM-CAT 

Fiir jeden Ansatz wurde ein Volumen von 8,4 ml angesetzt und davon jeweils 200 |jl in insgesamt 
40 Wells pipettiert (0,4 ml als Oberdosierung), das heifit 40 Wells pro Ansatz und Protein. 

Fur die Versorgungskammer wurden 200 ml Versorgungslosung gemafi oben angegebener Zu- 
sammensetzung pipettiert- Das heifit, es wurde eine gemeinsame Versorgungslosung fur beide 
Reaktionsansatze verwendet. 

Nach Abdichten der Mikrotiterplatte mit einer Klebefolie wurde die Vorrichtung auf das 
Schiittelgerat fixiert, welches sich unter der Inkubationshaube befand. 

Nach Einstellen der Schuttelfrequenz und der Inkubationstemperatur von 30°C erfolgte eine 20 
stiindige Inkubation der Reaktionsansatze. 

E) Auswertung: 

1) Expression von GFP: 

Die Messung der Proben erfolgte mit einem Spektral-Fluorimeter der Fa. Kontron, Typ: 
TEGIMENTA, SFM25. 

Die Anregung (Excitation) erfolgt bei einer Wellenlange von 395 nm. 
Die Emissionsrate bei 580 bis 430 nm. 
Das Emissionsmaximum liegt bei 510 nm. 

Als Standard wurde das rGFP (rekombinantes GFP) von Roche Diagnostics, Katalog-Nummer 
1814524 verwendet. 



Die Proben wurden mit dem Lysatpuffer 1 : 200, der Standard auf 1 |ig/ml und 2 jig/ml ver- 
dunnt. 
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Tabelle 1: 

10 Werte der erhaltenen 40 (die alle im selben Bereich liegen) sind als representative Auswahl 
gezeigt. 

Abbildung 1: 

Graphische Auswertung der in Tabelle 1 enthalenen Werte in \ig GFP/ml Reaktionslosung in den 
exemplarisch ausgewahlten Wells. 



Tabelle 1: 



Well- 
Nummer 


1 


2 


3 


4 


5 


6 


7 


8 


9 


10 


Hg GFP/ml 
Reakt.vol. 


366 


365 


362 


356 


369 


371 


365 


367 


361 


365 



2) Expression von CAT: 

Die Messung der Proben erfolgte uber HPLC-Analyse mit dem Gerate-Typ:.LKB 2150. 

Als Standard wurde ein CAT-Enzym von Roche Diagnostics, Katalog-Nummer 1485156 ver- 
wendeL 

Tabelle 2: 

10 Werte der erhaltenen 40 (die alle im selben Bereich liegen) sind als representative Auswahl 
gezeigt. 

Abbildung 2: 

Graphische Auswertung der in Tabelle 2 enthaltenen Werte in |ig CAT/ml Reaktionslosung in 
den exemplarisch ausgewahlten Wells. 



Tabelle 2: 



Well- 
Numraer 


1 


2 


3 


4 


5 


6 


7 


8 


9 


10 


CAT/ml 
Reaktionslsg. 


233 


230 


233 


235 


228 


231 


227 


228 


229 


232 



WO 00/78444 PCT/EP00/05378 

12 



Patentanspriiche 



L Vorrichtung zur Durchfiihrung biochemischer Reaktionen, insbesondere fur die zellfreie 
Polypeptid-Biosynthese und/oder fur die Herstellung von biologisch aktiven und nativ 
strukturierten Proteinen, bestehend aus einem aufieren Gehause, das ein inneres Gehause 
mit eingearbeiteten Vertiefungen und eine Versorgungskammer umschliefit, wobei die 
Vertiefungen des inneren Gehauses wahrend der biochemischen Reaktion jeweils ein pro- 
duzierendes System enthalten, die Versorgungskammer wahrend der biochemischen Reak- 
tion eine Versorgungsfliissigkeit enthalt und die Vertiefungen des inneren Gehauses und 
die Versorgungskammer durch eine semipermeable Membran getrennt sind, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafi das innere Gehause mindestens zwei Vertiefungen aufweist, deren un- 
tere Enden mit der semipermeablen Membran abgeschlossen sind und deren obere Enden 
aus der in der Versorgungskammer enthaltenen Versorgungsfliissigkeit herausragen, und 
mit Mitteln zur Bewegung und Temperierung der produzierenden Systeme sowie der Ver- 
sorgungsfliissigkeit verbunden ist. 

2. Vorrichtimg nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafi das innere Gehause zwischen 
zwei und ca. 1000 Vertiefungen aufweist. 

3. Vorrichtung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dafi die Vertiefungen an 
den Seitenwanden mit einer die in vitro synthetisierten Proteine spezifisch bindenden 
Komponente beschichtet sind. 

4. Vorrichtung nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dafi die Vertiefungen mit solchen 
Komponenten beschichtet sind, die zur Reinigung von an die Komponenten bindende 
Polypeptide geeignet sind. 

5. Vorrichtimg nach Anspruch 3 oder 4, dadurch gekennzeichnet, dafi die Vertiefungen mit 
Streptactin, Avidin oder Streptavidin beschichtet sind. 

6. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1-5, dadurch gekennzeichnet, dafi die Vertiefun- 
gen des inneren Gehauses jeweils ein Volumen zwischen 50 (J und 10 ml aufweisen. 
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7. Vorrichtung nach einem der Ansprliche 1-6, dadurch gekennzeichnet, dafi das Volumen 
der Versorgungslosung das funf- bis zwanzigfache der Summe der Volumina der Vertie- 
fiingen entspricht. 

8. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1-7, dadurch gekennzeichnet, dafi es sich bei der 
semipermeablen Membran um eine Dialysemembran oder Ultrafiltrationsmembran mit 
einer Porengrofie von 3 bis 100 kDa handelt. 

9. Vorrichtung nach einem der Ansprliche 1-8, dadurch gekennzeichnet, dafi zur Abdichtung 
der nach oben gewandten Offhungen der Vertiefiingen des inneren Gehauses jede Vertie- 
fung fur sich oder samtliche Vertiefiingen zusammen mit einer Verschlufikappe oder Folie 
versehen ist oder ein Verschlufideckel zur Abdichtung des aufieren Gehauses vorhanden ist. 

10. Vorrichtung nach einem der Ansprliche 1-9, dadurch gekennzeichnet, dafi die Vertie- 
fiingen des inneren Gehauses durch Blocke mit gleicher Bohrungsgeometrie mit einer 
zwischen den Blocken fixierten Membran gebUdet sind. 

11. Vorrichtung nach einem der Ansprliche 1-10, dadurch gekennzeichnet, dafi die Mittel zur 
Bewegung dergestalt sind, dafi die Durchmischung des produzierenden Systems und der 
Versorgungslosung simultan erfolgt. 

12. Vorrichtung nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dafi die Durchmischung durch 
ein Schiittel- oder Rlihrelement erfolgt. 

13. Verfahren zur Durchfuhrung einer oder mehrerer biochemischer Reaktionen parallel mit- 
tels einer Vorrichtung nach einem der Ansprliche 1-12, dadurch gekennzeichnet, dafi wah- 
rend der biochemischen Reaktion die Versorgungsfliissigkeit in der Versorgungskammer 
nicht einem aufierlich auferlegtem Druck unterliegt, so dafi der molekulare Austausch 
zwischen der Versorgungskammer und den einzelnen Vertiefiingen des inneren Gehauses 
im wesentlichen auf Diffusion basiert. 

14. Verfahren nach Anspruch 13 in Verbindung mit Anspruch 1 1 oder 12, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi die Versorgungsfliissigkeit und gegebenenfalls das produzierende System in 
jeder der vorhandenen Vertiefiingen des inneren Gehauses wahrend der biochemischen 
Reaktion mittels eines Magnetrlihrelement bewegt wird. 
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Kit bestehend aus folgenden Komponenten 

1) einer Losung, welche eine zwischen pH 7 und 8 puffernde Substanz, 150 bis 400 mM 
Kaliumionen, 10 bis 50 mM Magnesiumionen, Nukleotidtriphosphate, Aminosauren 
und eine Sulfidgruppen reduzierende Substanz enthalt, 

2) einer energiereichen Verbindung, 

3) einer tRNA-Fraktion, und gegebenenfedls 

4) einer RNA-Polymerase und/oder 

5) einem zellfreien Lysat- 
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(57) Abstract: The invention relates to a device, to a method and to a kit for carrying out biochemical reactions, especially for 
the cell-free polypeptide biosynthesis. The inventive device consists of an outer housing that surrounds an inner housing with wells 
incorporated therein and a supply chamber. The wells of the inner housing contain respective producing systems during the biochem- 
ical reaction, the supply chamber contains a supply liquid during the biochemical reaction and the wells of the inner housing and 
the supply chamber are separated by a semi-permeable membrane. The invention is further characterized in that the inner housing is 
provided with at least two wells the lower ends of which are closed by the semi-permeable membrane and the upper ends of which 
project from the supply liquid with which the supply chamber is Med. The device is further linked with means for agitating and for 
adjusting the temperature of the producing systems and the supply liquid. 

(57) Zusammenfassung: Vorrichtung, Verfahren und Kit zur Durdrfuhrung biochemischer Reaktionen, insbesondere fur die zell- 
freie Polypeptid-Biosynthese, bestehend aus einem ausseren Gehause, das ein inneres Gehause mit eingearbeiteten Vertiefungen und 
eine Versorgungskammer umschliesst, wobei die Vertiefungen des inneren gehauses wahrend der biochemischen Reaktion jeweils 
ein produzierendes System enthalten, die Versorgungskammer wahrend der biochemischen Reaktion eine Versorgungsflussigkeit 
enthalt und die Vertiefungen des inneren Gehauses und die Versorgungskammer durch eine semipermeable Membran getrennt sind, 
dadurch gekennzeichnet, dass das innere Gehause mindestens zwei Vertiefungen aufweist, deren untere Enden mit der semiperme- 
ablen Membran abgeschlossen sind und deren obere Enden aus der in der Versorgungskammer enthaltenen Versorgungsflussigkeit 
herausragen, und die Vorrichtung mit Mitteln zur Bewegung und Temperierung der Produzierenden Systeme sowie der Versorgungs- 
flussigkeit verbunden ist 
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Inw.nationates Aktenzeichen 

PCT/EP 00/05378 



Feld I Bemerkungen zu den Anspruchen, die sich ats nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1 



] 



Gema.6 Artik I I7(2)a) wurde aus folgenden Grunden fur bestimmte Anspruche kein Recherchenbericht erstellt 
1 . | | Anspruche Nr. 

weil sie sich auf Gegenstande beziehen, zu deren Recherche die Behorde nicht verpflichtet ist, namlich 



| | Anspruche Nr. 

weil sie, sich auf Teile der intemationalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen, 
daB eine sinnvolle intemationale Recherche nicht durchgefuhrt werden kann, namlich 



3. | | Anspruche Nr. 

weil es sich dabei urn abhangige Anspruche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaftt sind. 



Feld II Bemerkungen bei mangeinder Einheitlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1) 



Die intemationale Recherchenbehorde hat festgestellt, daB diese intemationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthalt: 

siehe Zusatzblatt 



1 - I y I Da der Anmelder alte erfordertichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
L& - J intemationale Recherchenbericht auf alle recherchierbaren Anspruche. 

2. I Da Wr a,,e recherchierbaren Anspruche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefuhrt werden konnte, der eine 
1 — 1 zusatzliche Recherchengebuhr gerechtfertigt hatte, hat die Behorde nicht zur Zahlung einer solchen Gebuhr aufgefordert 



3- Da der Anmelder nur einige der erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat erstreckt sich dieser 
1 — 1 intemationale Recherchenbericht nur auf die Anspruche, fur die Gebuhren entrichtet worden sind, namlich auf die 
Anspruche Nr. 



Der Anmelder hat die erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren nicht rechtzeitig entrichtet. Der intemationale Recher- 
chenbericht be sen ran kt sich daher auf die in den Anspruchen zuerst erwahnte Erfindung; diese ist in tolgenden Anspruchen er- 
faftt: 



Bemerkungen hinsichtlich ines Wid rspruchs | | Die zusatzlichen Gebuhren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahrt 

| X | Die Zahlung zusatzlicher Recherchengebuhren erfoigte ohne Widerspruch. 



Formblatt PCT/1SA/210 (Fortsetzung von Blatt 1 (1)XJuli 1998) 



Internationales AktenzeichenPCT^P 00 X)5378 



WEITERE ANGABEN PCT/ISA/ 210 



Die internationale Recherchenbehorde hat festgestellt, daB diese 
international Anmeldung mehrere (Gruppen von) Erfindungen enthalt, 
namlich: 

1. Anspruche: 1-14 

Vorrichtung zur Durchfuhrung biochemischer Reaktionen 
umfassend aus einem ausseren Gehause, einem inneren Gehause 
mit Vertiefungen und einer semi permeabl en Membran, sowie 
Verfahren zur Durchfuhrung biochemischer Reaktionen mittels 
der Vorrichtung. 



2. Anspruch : 15 

Kit bestehend aus einer Losung, einer energiereichen 
Verbindung, einer tRNA-Fraktion, einer RNA-Polymerase und 
einem zellfreien Lysat. 



INTERNATIONAL 



CHERCHENBERIGHT 



Angaben zu Verbtfentiichungen, die zur seiben Patenttamilie gehdren 



Inter nates Aktenzeichen 

PCT/EP 00/05378 



lm Recherchenbericht 
angefuhrtes Patentdokument 



Datum der 
Veroffentlichung 



Mitglied(er) der 
Patenttamilie 



Datum der 
Veroffentlicriung 



DE 


58909270 


D 


06-07-1995 


EP 


0401369 


A 


12-12-1990 


JP 


3503479 


T 


08-08-1991 


WO 


9007003 


A 


28-06-1990 


AT 


130633 


T 


15-12-1995 


AT 


147787 


T 


15-02-1997 


CA 


2064685 


A,C 


01-02-1991 


CA 


2064754 


A,C 


01-02-1991 


DE 


69023773 


D 


04-01-1996 


DE 


69023773 


T 


24-10-1996 


DE 


69029744 


D 


27-02-1997 


DE 


69029744 


T 


10-07-1997 


DK 


593757 


T 


07-07-1997 


EP 


0485608 


A 


20-05-1992 


EP 


0593757 


A 


27-04-1994 


JP 


2891540 


B 


17-05-1999 


JP 


5505095 


T 


05-08-1993 


WO 


9102075 


A 


21-02-1991 


WO 


9102076 


A 


21-02-1991 



US 5478730 



DE 4237113 


A 


05-05-1994 


FR 


2697525 A 


06-05-1994 








GB 


2272698 A,B 


25-05-1994 








JP 


7076596 A 


20-03-1995 








US 


5506121 A 


09-04-1996 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINAtoSPrEPOrI^I 

(PCT Article 36 and Rule 70) 



Applicant's or agent's file reference 
33 049 M/Mq 



International application No. 
PCT/EPOO/06378 



International filing date (day/month/year) 
05/07/2000 



See Notification of Transmittal of International 
port^Fo 



FOR FURTHER ACTION Preliminary Examination ReportJForm PCT/IPEA/416) 



Priority date (day/mom 
05/07/1999 



International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 
B65H29/58 



Applicant 

ATECS MANNESMANN AG et al 



Mjq. 



1. This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining Authority 
and is transmitted to the applicant according to Article 36. 

2. This REPORT consists of a total of 5 sheets, including this cover sheet. 

□ This report is also accompanied by ANNEXES, i.e. sheets of the description, claims and/or drawings which have 
been amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority 
(see Rule 70.16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 



These annexes consist of a total of sheets. 



RECEIVED 

JflN o 7 mi 



3. This report contains indications relating to the following items: 
I ~~ 



TC 1 700 



II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 




VIII 


□ 



Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations suporting such statement 

Certain documents cited 

Certain defects in the international application 

Certain observations on the international application * 



\ 



Date of submission of the demand 
27/11/2000 



Date of completion of this report 
18.01.2001 



Name and mailing address of the international 
preliminary examining authority: 

European Patent Office 
{fly D-80298 Munich 
J^! T el. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 



Authorized officer 
Fachin, F 

Telephone No. +49 89 2399 2057 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY 
EXAMINATION REPORT 



International application No. PCT/E POO/06378 



I. Basis of th r port 

1 . This report has been drawn on the basis of (substitute sheets which have been furnished to the receiving Office in 
response to an invitation under Article 14 are referred to in this report as "originally filed" and are not annexed to 
the report since they do not contain amendments (Rules 70. 16 and 70. 1 7).): 

Description, pages: 

1-5 as originally filed 

Claims, No.: 

1-3 as originally filed 

Drawings, sheets: 

1/2,2/2 as originally filed 

2. With regard to the language, all the elements marked above were available or furnished to this Authority in the 
language in which the international application was filed, unless otherwise indicated under this item. 

These elements were available or furnished to this Authority in the following language: , which is: 

□ the language of a translation furnished for the purposes of the international search (under Rule 23.1 (b)). 

□ the language of publication of the international application (under Rule 48.3(b)). 

□ the language of a translation furnished for the purposes of international preliminary examination (under Rule 
55.2 and/or 55.3). 

3. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, the 
international preliminary examination was carried out on the basis of the sequence listing: 

□ contained in the international application in written form. 

□ filed together with the international application in computer readable form. 

□ furnished subsequently to this Authority in written form. 

□ furnished subsequently to this Authority in computer readable form. 

□ The statement that the subsequently furnished written sequence listing does not go beyond the disclosure in 
the international application as filed has been furnished. 

□ The statement that the information recorded in computer readable form is identical to the written sequence 
listing has been furnished. 

4. The amendments have resulted in the cancellation of: 

□ the description, pages: 

□ the claims, Nos.: 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY 
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International application No. PCT/E POO/06378 



□ the drawings, sheets: 

5. □ This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been 
considered to go beyond the disclosure as filed (Rule 70.2(c)): 

(Any replacement sheet containing such amendments must be referred to under item 1 and annexed to this 
report.) 



6. Additional observations, if necessary: 



V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 

1. Statement 



Novelty (N) 


Yes: 


Claims 


1-3 




No: 


Claims 




Inventive step (IS) 


Yes: 


Claims 


1-3 




No: 


Claims 




Industrial applicability (IA) 


Yes: 


Claims 


1-3 




No: 


Claims 





2. Citations and explanations 
see separate sheet 



VII. Certain defects in the international application 

The following defects in the form or contents of the international application have been noted: 
see separate sheet 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY International application No. PCT/E POO/06378 

EXAMINATION REPORT - SEPARATE SHEET 



SECTION V : CITATIONS AND EXPLANATIONS 

1 . The invention relates to a device for conveying flat objects and allowing some of 
these objects to be diverted from their conveying path without disrupting the main 
stream of flat objects. 

The posed problem is solved by providing a device with two pivotable flaps and two 
motorized endless belts moving between the two flaps wherein one of the endless 
belts extends beyond the diverting (stationary) post as far as the exit of the (main) 
conveying path. 

2. Since every one of the documents cited in the search report fails in disclosing at 
least two pivotable flaps with two endless belts mounted between the flaps, 
independent claim 1 as well as its dependent claims are considered to fulfil the 
criterion set forth in Article 33(2) PCT (novelty). 

3. Furthermore the invention, as disclosed in independent claim 1 and in its dependent 
claims, is considered not to be obvious to a person skilled in the art. 

Document US 5,150,894 (D1), which is considered to represent the closest prior art, 
describes a similar apparatus wherein, instead of flaps, pairs of pivotable guide arms 
with idler rollers are used and wherein such diverting means are not mounted so that 
endless belts are moving between them. 

Document D1 is not addressed to solve the specific problem of the present 
application, that is to feed the flat objects so that the belts accompany them all the 
way to the exit without a breaking in the conveying which could lead to variations in 
spacing. 

Moreover D1 does not contain hints for the solution of the present application 
because, at the diverting station, the guiding members with their idler rollers do not 
assure a continuous conveyance as the arrangement flaps/belts disclosed in claim 
1 of the present application. 

The other documents cited in the search report define simply the general state of the 
art and, as such, are not considered to be of particular relevance. 

Consequently independent claim 1 and its dependent claims are considered to fulfil 
the criterion set forth in Article 33(3) PCT (inventive step). 
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EXAMINATION REPORT - SEPARATE SHEET 



4. Finally, since it appears that the claimed invention can be made or used in a 
technological sense in industry, it is considered to show industrial applicability within 
the meaning of Article 33(4) PCT. 

SECTION VII: DEFECTS IN THE INTERNATIONAL APPLICATION 

5. The requirements of Rule 5.1(a)(ii) PCT are not met because document D1 is not 
identified in the description and the relevant background art disclosed therein is not 
briefly discussed. 

6. The requirements of Rule 6.3(b) PCT are not met because claim 1 is not draft in the 
two-part form, whereby the features known in combination from D1 are placed in the 
preamble. 
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VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT 
AyjjfcDEM GEBIET DES PATENTWESjjWS 

PCT 



^(5 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Artikel 1 8 sowie Regeln 43 und 44 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 

5208/0A/W0-Koe 


WEITERES siehe Mitteilung uber die Ubermittlung des internationalen 

Recherchenberichts (Formbtatt PCT/ISA/220) sowie, soweit 
VORGEHEN zutreffend, nachstehender Punkt 5 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP 00/05378 


Internationales Anmeldedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 

10/06/2000 


(Fruhestes) Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 
18/06/1999 


Anmelder 

ROCHE DIAGNOSTICS GMBH 



Dieser internationale Recherchenbericht wurde von der Internationalen Recherchenbehdrde erstellt und wird dem Anmelder gemaB 
Artikel 18 ubermittelt. Eine Kopie wird dem internationalen Buro ubermittelt. 

Dieser internationale Recherchenbericht umfaBt insgesamt_6 Blatter. 

[~X~| Daruber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 



1 . Grundlage des Berichts 

a. Hinsichtlich der Sprache ist die internationale Recherche auf der Grundlage der internationalen Anmeldung in der Sprache 
durchgefuhrt worden, in der sie eingereicht wurde, sofem unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

| | Die internationale Recherche ist auf der Grundlage einer bei der Behorde eingereichten Ubersetzung der internationalen 
Anmeldung (Regel 23.1 b)) durchgefuhrt worden. 

b. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die internationale 
Recherche auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das 

| | in der internationalen Anmeldung in Schriflicher Form enthalten ist. 

zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 
bei der Behorde nachtraglich in schrifllicher Form eingereicht worden ist. 
bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

Die Erklarung, daB das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den Offenbarungsgehalt der 
internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erfaBten Informationen dem schrifllichen Sequenzprotokoll entsprechen, 
wurde vorgelegt. 



□ 
□ 
□ 
□ 

□ 



2. 
3. 



| | Bestimmte Anspruche haben sich als nicht recherchierbar erwiesen (siehe Fetd I). 
[X] Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung (siehe Feld II). 



4. Hinsichtlich der Bezeichnung der Erfindung 

|~X~| wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
| | wurde der Wortlaut von der Behorde wie folgt festgesetzt: 



5. Hinsichtlich der Zusammenfassung 

wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

. . wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der in Feld III angegebenen Fassung von der Behorde festgesetzt. Der 

| | Anmelder kann der Behorde innerhalb eines Monats nach dem Datum der Absendung dieses internationalen 

Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 

6. Folgende Abbildung der Zeichnungen ist mit der Zusammenfassung zu veroffentlichen: Abb. Nr. 



| | wie vom Anmelder vorgeschlagen [X] keine der Abb. 

| | weil der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 
| | weil diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 
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INTERNATIONA RECHERCHENBERICHT 



Internationales Aktenzeichen 
J^PCT/EP 00/05378 



Feld I Bemerkungen zu den Anspruchen, die sich als nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1) 



GemaG Artikel 17(2)a) wurde aus folgenden Grunden fur bestimmte Anspruche kein Recherchenbericht erstellt: 
1 . | | Anspruche Nr. 

weil sie sich auf Gegenstande beziehen, zu deren Recherche die Behorde nicht verpflichtet ist, namlich 



2. | | Anspruche Nr. 

weil sie sich auf Teile der internationalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen, 
daB eine sinnvolle internationale Recherche nicht durchgefuhrt werden kann, namlich 



3. | I Anspruche Nr. 

weil es sich dabei um abhangige Anspruche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaftt sind. 



Feld II Bemerkungen bei mangelnder Einheitlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1) 



Die internationale Recherchenbehdrde hat festgestellt, daB dtese internationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthalt: 

siehe Zusatzblatt 



1 . I y I Da der Anmelder alle erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 

' internationale Recherchenbericht auf alle recherchierbaren Anspruche. 

2, I | Da fur alle recherchierbaren Anspruche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefuhrt werden konnte, der eine 
' ' zusatzliche Recherchengebuhr gerechtfertigt hatte, hat die Behdrde nicht zur Zahlung einer solchen Gebuhr aufgefordert. 



3. Da der Anmelder nur einige der erforderlichen zus&tzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 

' 1 internationale Recherchenbericht nur auf die Anspruche, fur die Gebuhren entrichtet worden sind, namlich auf die 

Anspruche Nr. 



4. | | Der Anmelder hat die erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren nicht rechtzeitig entrichtet. Der internationale Recher- 
chenbericht beschrankt sich daher auf die in den Anspruchen zuerst erwahnte Erfindung; diese ist in folgenden Anspruchen er- 
faftt: 



B merkungen hinsichtlich ines Wld rspruchs | | Die zusatzlichen Gebuhren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahlt. 

| X | Dte Zahlung zusatzlicher Recherchengebuhren erfolgte ohne Widerspruch. 
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WEITERE ANGABEN PCT/ISA/ 210 



Die international Recherchenbehorde hat festgestel It, daB diese 
internationale Anmeldung mehrere (Gruppen von) Erfindungen enthalt, 
naml ich: 

1. Anspruche: 1-14 

Vorrichtung zur Durchfuhrung biochemischer Reaktionen 
umfassend aus einem ausseren Gehause, einem inner en Gehause 
mit Vertiefungen und einer semipermeablen Membran, sowie 
Verfahren zur Durchfuhrung biochemischer Reaktionen mittels 
der Vorrichtung. 



2. Anspruch : 15 

Kit bestehend aus einer Losung, einer energiereichen 
Verbindung, einer tRNA-Fraktion, einer RNA-Polymerase und 
einem zellfreien Lysat. 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



iSGWENSTANDES ~ • 



Internationales Aktenzeichen 

00/05378 



A. KLASSIFIZIERUNG DES ANMELDUNGSG . 

IPK 7 C12M1/40 C12P21/02 801J19/24 B01J19/00 C12Q1/68 
C12N9/12 C12N15/10 

Nach der Internationalen Patentklassifikation (IPK) Oder nach der nationalen Klassifikation und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter Mindestprufstoff (Klassifikationssystem und Klassifikationssymbole ) 

IPK 7 C12M C12P B01J G01N C12Q C12N 



Recherchierte aber nicht zum Mindestprufstoff geh6rende Veroffentlichungen, soweit diese unter die recherchierten Gebiete fallen 



Wahrend der internationalen Recherche konsultierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe) 

PAJ, EPO-Internal , WPI Data 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTER LAG EN 



Kategorie 0 Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspnjch Nr. 



WO 97 04074 A (MARTIN L. WOLF & JOHN 
WILSON) 6. Februar 1997 (1997-02-06) 
Abbildung 3 

Seite 14, Zeile 16 - Zeile 34 
Seite 13, Zeile 8 - Zeile 21 
Seite 11, Zeile 6 - Zeile 29 
Seite 10, Zeile 16 - Zeile 25 
Seite 9, Zeile 16 - Zeile 29 
Seite 8, Zeile 28 -Seite 9, Zeile 2 
Zusammenf assung 

-/- 



1,2,6-14 



Weitere Veroffentlichungen sind der Fortsetzung von Fetd C zu 
entnehmen 



Siehe Anhang Patentfamilie 



° Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentlichungen 

"A" Veroffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik definiert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

"E" Site res Dokument, das jedoch erst am Oder nach dem internationalen 
Anmeldedatum veroffentlicht worden ist 

"L" Veroffentlichung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen, Oder durch die das Veroffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentlichung belegt werden 
soli Oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

a O* Veroffentlichung, die sich auf eine mundliche Off enba rung, 

eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere MaBnahmen bezieht 
"P" Veroffentlichung, die vor dem internationalen Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchten Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist 



"T" Spatere Verdffentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum 
Oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und mtt der 
Anmeldung nicht kollidiert, sondern nur zum Verstandnis des der 
Erf indung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

"X" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgnjnd dieser Veroffentlichung nicht als neu oder auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

"Y" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend ist 

"&" Veroffentlichung, die Mitgtied derselben Patentfamilie ist 



Datum des Abschlusses der internationalen Recherche 

29. November 2000 


Absendedatum des internationalen Recherchenberichts 

0 7 M 2000 
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